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(57) Abstract: The invention relates to a method for producing alcohols from substrates by using oxide reductases, to a two-phase 
system comprising an aqueous phase and an organic phase and to a device for carrying out said method. The method for producing 
alcohols from substrates using oxide reductases is characterized by making an oxide reductase of microbial origin available in an 
aqueous solution and the substrate in an organic solution and by contacting the aqueous phase and the organic phase in a two-phase 
system. Surprisingly, said method leads to enzyme activities that last approximately 1000 hours. The inventive method allows the 
spatial decoupling of enzymatic reaction and cofactor regeneration, thereby increasing the effectivity of the reaction process. 
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(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Hers lei lung von Alkoholcn aus Substraten mittcls Oxidoreduk- 
tasen, Zweiphasensyslem umfassend eine wassrige Phase und eine organische Phase sowic Vorrichtung zur Durchfuhrung des Ver- 
fahrcns. ErfindungsgemaB ist das Verfahren zur Herstellung von Alkoholen aus Subslralcn miltels Oxidoreduktasen dadurch ge- 
kcnnzeichnet, dass eine Oxidoreduklase mikrobieller Herkunft in wassrigcr Losung und das Substrat in ciner organischen Losung 
vorgelegt werden und dass die wassrige Phase und die organische Phase in einem Zweiphasensyslem mileinander in Konlakl ge- 
brachl werden. Uberraschenderweise konnen mil diesem Verfahren Enzymakti vita ten ciner Dauer von ca. 1000 Slunden beobachtei 
werden. Mil dem erfindungsgemaBen Verfahren konnen die enzymaiische Reakiion und die Cofakiorrcgcnerierung raumlich enl- 
koppcll werden. Hicrdurch kann die ElTeklivitat des Reaktionsprozesscs gesleigerl werden. 
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Beschreibung 

Verfahren zur Herstellung von Alkoholen aus Substraten 
mittels Oxidoreduktasen, Zweiphasensystem umfassend eine 
wassrige Phase und eine organische Phase sowie Vorrich- 
tung zur Durchfiihrung des Verfahrens 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von 
Alkoholen aus Substraten mittels Oxidoreduktasen, ein 
Zweiphasensystem umfassend eine wassrige Phase und eine 
5 organische Phase sowie eine fur die Durchfiihrung des Ver- 

fahrens geeignete Vorrichtung . 

Chirale oder achirale Alkohole konnen nach dem Stand der 
Technik durch Reduktion von Substraten mittels Oxidore- 

10 duktasen hergestellt werden. Beispielhaft kann die Reduk- 

tion prbchiraler Ketone mittels Alkohol dehydrogenase aus 
Lactobacillus brevis (LBADH) genannt werden. Bei der en- 
zymatischen Herstellung von Alkoholen treten immer wieder 
Probleme auf , so dass bei den bekannten Verfahren regel- 

15 maSig Verbesserungsbedarf besteht . So ist zum Beispiel 

die Loslichkeit von Ketonen begrenzt , welche haufig als 
Substrat fur die enzymatische Gewinnung des Alkohols die- 
nen. Zur Uberwindung dieses Problems werden haufig Los- 
lichkeitsvermittler, wie in Zelinski, T. „Enantioselekti- 

20 ve Reduktion von Ketonen mit neuen NAD ( H ) - abhangigen 

Oxidoreduktasen", Inaugural -Dissertation zur Erlangung 
des Doktorgrades Heinrich Heine Universitat Dusseldorf 
1995 sowie in Zelinski, T. Liese A.; Wandrey, C; Kula, 
M.-R., „Asymmetric reductions in aqueous media: enzymatic 

25 synthesis in cyclodextrin containing buffers" Tetrahedron 

Asymmetry 10, 1999, 1681-1687 dargestellt wurde, einge- 
setzt, die jedoch die enzymatische Reaktion storen konnen 
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und die nach deren Gebrauch aus dem Reakt ionsgemisch oder 
aus dem Endprodukt entfernt werden miissen. Weiterhin kon- 
nen die Loslichkeitsvermittler in die enzymatische Akti- 
vitat der Oxidoreduktase eingreifen, deren Lebensdauer 
5 verkurzen bzw. deren Aktivitat mindern. Einige Substrate 

sind ihrerseits in der wassrigen Phase instabil, so dass 
es bei der Reaktion zu Verlusten von Ausgangsstof f en 
kommt, die sich durch Konkurrenzreaktionen, beispielswei- 
se mit dem Wasser als Losungsmittel , der Hauptreaktion 
10 entziehen. 

In einem anderen Verfahren wird das Enzym in einer wass- 
rigen Phase vorgelegt, das Substrat in einem organischen 
Losungsmittel, das in Wasser loslich ist, aufgelost und 

15 zudosiert (Wolberg,M; Hummel,W; M\iller,M, Biocatalytic 

Reduction of p,8-Diketo Esters: A Highly Stereoselective 
Approach to All Four Sterioisomers of a Chlorinated P,8- 
Dihydroxy Hexanoate, Chemistry-A European Journal 7 (21), 
2001, 4562-4571) . Erst bei Verbrauch des Substrates in 

20 der wassrigen Losung wird die organische Losung mit wei- 

terem Substrat zudosiert. Hierbei dient die organische 
Phase als inertes Reservoir fur die organische Verbin- 
dung. Es kommt dabei zu einer Erhohung der Konzentration 
von organischen Losungsmitteln in der wassrigen Phase, 

25 welche ihrerseits die Enzyme deaktivieren oder zumindest 

teilweise in ihrer Aktivitat einschranken bzw. Inhibieren 
kann. Weiterhin konnen sich Emulsionen ausbilden, deren 
Kontaktf lache nicht definiert ist und die sich im Verlauf 
der Umsetzung andern kann, was Einfluss auf die Reakti- 

30 onsgeschwindigkeit hat. Es hat sich gezeigt, dass an den 

Phasengrenzf lachen zwischen wassriger Phase und organi- 
scher Phase eine Enzymdesaktivierung zu beobachten ist. 
Die Verwendung von Zweiphasensystemen fur die enzymati- 
sche Umsetzung von Substraten zu Alkoholen fuhrt daher 
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auch zu begrenzten Lebensdauern der eingesetzten Oxidore- 
duktasen, die bis zu 38 Stunden liegen konnen. Die Verof- 
fentlichung ^Efficient Repeated Use of Alcohol Dehydroge- 
nase with NAD* Regeneration in an Aqueous -organic Two- 
5 phase System" in der Zeitschrift Biocatalysis and 

Biotransformation, 2002. Vol. 20(1), pp. 23-28, offenbart 
die Umwandlung von Zimtalkohol in Zimtaldehyd in einem 
wassrig-organischen Zweiphasensystem mittels Pferdeleber- 
Alkoholdehydrogenase. Die Substratkonzentrat ion in der 
10 wassrigen Phase wird durch den Verteilungskoef f izienten 

geregelt und konstant gehalten. Die Pf erdeleber-Alkohol - 
dehydrogenase zeigt jedoch nach 38 Stunden keine Aktivi - 
tat mehr. 

15 Weiterhin wurden verschiedene reaktionstechnische Konzep- 

te entwickelt, bei denen Enzym und Substrat mit daftir 
vorgesehenen Vorrichtungen in einen bestimmten Reaktions- 
prozess gefuhrt werden. Diese reaktionstechnischen Prob- 
lemlosungen, wie sie beispielsweise in DE 44 3 6 149 Al 

20 offenbart sind, sind jedoch nur fur groSe Produktionsmen- 

gen mit hoher Wertschopf ung gerechtf ertigt und daher 
nicht fur den Laborbetrieb geeignet . Auch die Wirtschaft- 
lichkeit ist erst bei groSen Produktionsmengen gegeben. 



25 Es ist daher die Aufgabe der Erfindung ein Verfahren, ein 

Stoff system und eine Vorrichtung zu schaffen, mit denen 
Alkohole durch enzymatische Reaktionen mittels Oxidore- 
duktasen unter Beibehaltung einer langer andauernden En- 
zymaktivitat hergestellt werden konnen. Das Verfahren 

30 soil einfach und wirtschaf tlich sein. Insbesondere soli 

eine einfache enantioselekt ive Synthese ermoglicht wer- 
den . 
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Ausgehend vom Oberbegrif f des Anspruchs 1 wird die Aufga- 
be uberraschenderweise gelost, mit dem im gekennzeichne- 
ten Teil des Anspruchs 1 angegebenen Merkmalen. 

5 Mit dem erf indungsgemaSen Verfahren wird eine hohe Enzym- 

aktivitat uber einen langen Zeitraum von bis liber 800 bis 
1000 Stunden auf rechterhalten. Die Anwendung der erfin- 
dungsgemaSen Verf ahrensweise ermoglicht eine ortliche 
Entkopplung der Cof aktor-Regenerierung fur die enzymati- 
10 sche Reaktion von der Umsetzung des Substrats zu einem 

Alkohol . 

Vorteilhafte Weiterbildungen der Erfindung sind in den 
Unteranspriichen angegeben. 

15 

Im folgenden soil die Erfindung detailliert erlautert 
werden. 

Die Figuren zeigen Versuchsergebnisse sowie eine fur die 
20 Durchfxihrung des Verfahrens geeignete Vorrichtung. 



Es zeigt : 

Fig.l.: Eine erf indungsgemalSe Vorrichtung 
Fig. 2.: Verlauf einer LBADH-katalysierten enantiose- 
25 lektiven Reduktion von Acetophenon zu 

Phenylethanol . 
Fig. 3.: Verlauf einer LBADH-katalysierten Reduktion 
von tert-Butyl-e-chloro-B, 5-dioxohexanoat zu 
tert-Butyl (S) -6- chl oro - 5 - hydroxy - 3 - oxo - 
30 hexanoat im Sat zreaktorver such . 

Fig. 4.: Verlauf einer LBADH-katalysierten enantiose- 
lektiven Reduktion von Acetophenon. Im wie- 
derholten Satzversuch (repetitive Batch) 
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Fig. 5.: Verlauf einer LBADH-katalysierten enantiose- 
lektiven Reduktion von tert-Butyl-6-Chloro- 
3 , 5-Dioxohexanoat zu tert-Butyl (S)-6- 
chloro- 5 - hydroxy- 3 -oxohexanoat im wiederhol- 
5 ten Satzversuch (repetitive Batch) 

Fig. 6.: Verlauf einer LBADH-katalysierten enantiose- 
lektiven Reduktion von Acetophenon im Pha- 
senkontaktor 

Fig. 7: Verlauf einer LBADH-katalysierten enantiose- 
10 lektiven Reduktion von von tert-Butyl-6 - 

chloro-3 , 5-dioxohexanoat zu tert-Butyl (S) - 
6 - chl oro - 5 - hydroxy - 3 - oxohexanoat im Phasen- 
kontaktor 

Fig. 8: Produktselektivitat der Reaktion gemaS Figur 
15 7 als Funktion des Umsatzes 

Fig. 9: Stabilitat von LBADH im MTBE-Wasser 

Zweiphasensystem 
Fig. 10: LBADH katalysierte asymmerische (R 1 * R 2 ) 
Reduktion mit Cofaktorregenerierung 
20 Fig. 11: LBADH katalysierte asymmerische Reduktion 

von Acetophenon zu Phenylethanol mit Cofak- 
torregenerierung 
Fig. 12: LBADH katalysierte asymmetrische Reduktion 

von 6-chloro-5, 3-dioxohexanoat (2) zu (S)-6- 
25 chloro - 5 - hydroxy - 3 - oxohexanoat (3) mit Co- 

faktorregenerierung und im waSrigen Puffer 
verlaufenden Nebenreakt ion zu (4-0x0-4,5- 
dihydrofuran-2-yl) -essigsaure tejrt-butyl es- 
ter (1) . 

30 Fig. 13: Reaktion mit enzymgekoppelten Cof aktorrege- 

nerierungen unter Verwendung von NADPH- 
abhangiger Formiatdehydrogenase (FDH) 
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Das erfindungsgemaSe Verfahren arbeitet mit einem Zwei- 
phasensystem umfassend eine wassrige Phase, die eine Oxi- 
doreduktase mikrobieller Herkunft enthalt und eine orga- 
nische Phase, in der das Substrat gelost ist, die mitein- 
5 ander in Kontakt gebracht werden. Zwischen der wassrigen 

Phase und der organischen Phase existiert eine scharfe 
Phasentrennung. Das Substrat hat einen Verteilungskoef f i- 
zienten fur die Verteilung im organischen Losungsmittel 
und in Wasser. Es kann in einem Bereich von beispielswei - 

10 se organisches Losungsmittel /Wasser 1:1 bis 1000/1 lie- 

gen. Vorzugsweise ist das Substrat gut oder sehr gut in 
der organischen Phase loslich und besitzt in der wassri- 
gen Phase eine geringere Loslichkeit als in der organi- 
schen Phase. Bedingt durch dieses Verteilungsgleichge- 

15 wicht gelangen Substratmolekule in die wassrige Phase, in 

denen sich das Enzym befindet. In der wassrigen Phase 
wird das Substrat mit einer Geschwindigkeit zum Produkt 
umgesetzt, die von der Aktivitat des Enzyms abhangig ist. 
Dabei kann die Geschwindigkeit durch eine Erhohung der 

20 Enzymkonzentration erhoht werden. Uber den Verteilungsko- 

ef fizienten des Substrates, das Volumenverhaltnis Was- 
ser/organische Phase und/oder durch die Wahl der Enzymak- 
tivitat bzw. der Enzymkonzentration kann ein Gleichge- 
wicht hergestellt werden, in dem die stationare Konzent- 

25 ration an Substrat in der wassrigen Losung so gering wie 

moglich ist. Hierdurch werden Nebenreakt ionen des Sub- 
strates beispielsweise mit Wasser, weitestgehend oder 
vollstandig unterbunden. In einer weiterhin bevorzugten 
Ausf uhrungsform ist das Reaktionsprodukt , beispielsweise 

30 der Alkohol , in der organischen Phase besser loslich als 

in der wassrigen Phase, so dass er der wassrigen Phase 
seinerseits entzogen wird. Der wassrigen Phase ist als 
Cofaktor beispielsweise NAD + oder NADP + zugesetzt. 
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Als Reaktionsenzym dient eine Oxidoreduktase mikrobieller 
Herkunft, beispielsweise eine Alkoholgehydrogenase wie z. 
B. die Alkoholdehydrogenase aus Candida parapsylosis oder 
Lactobacillus kefir, oder eine Carbonylreduktase . Beson- 
ders bevorzugt ist die Alkoholgehydrogenase als Lactoba- 
cillus brevis (LBADH) . Im Allgemeinen konnen Enzyme der 
Enzymklasse 1 (Oxidoreduktasen) besonders die auf CH-OH 
Donorgruppen wirkende Oxidoreduktasen (EC 1.1), ganz be- 
sonders die mit NAD* oder NADP + als Akzeptor (E.C.I. 1.1) 
oder Alkoholdehydrogenasen der EC 1.1.1.2 oder E.C. 
1.1.1.1 verwendet werden . 

Die Oxidoreduktasen werden vorzugsweise aus E.coli expri- 
tniert . 



Als organische Losungsmittel kommen mindestens eine Kom- 
ponente aus der Gruppe Ether, offenkettige Alkane, zykli- 
sche Alkane und aromatische Losungsmittel oder mindestens 
einer Komponente aus dieser Gruppe in Betracht . Beispiel- 
haft konnen Methyl tertiarbutylether (MTBE) , Cyclohexan, 
Isohexan und Toluol, weiterhin Ether mit Resten R 1 ,R Z , 
einer Kettenlange von CI bis C7 oder bis C9, wobei jede 
Unterkombination sowie auch verzweigte Varianten moglich 
sind, genannt werden konnen. Beispielhaft konnen Dii- 
25 sopropylether, Diethylether, Dibutylether , Butyl ethyl - 

ether, Propylmethyl ether genannt werden. Vorzugsweise 
sind diese Losungsmittel nicht mit Wasser mischbar bzw. 
nur in geringem MaSe in Wasser loslich, das heiSt, die 
Losungsmittel bilden mit Wasser Mischungsliicken . 



Uberraschenderweise sind die Oxidoreduktasen in Gegenwart 
von MTBE besonders stabil, so daS sie xiber mehrere hun- 
dert Stunden aktiv sind. 
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Die Aktivitat der Oxidoreduktase liegt vorzugsweise in 
einem Bereich von 0,5 U bis 1000 U/ml und.bleibt inner- 
halb eines Zeitraumes bis zu 50 0 Stunden weitgehend kon- 
stant. Ebenfalls hervorragende Ergebnisse werden jedoch 
5 noch nach 800 bis 1000 Stunden beobachtet, wie aus Figur 

9 zu entnehmen ist. 

Vorzugsweise hat die wassrige Phase einen pH-Wert von 4,5 
bis 9. Als Puffer konnen beispielsweise Kaliumphosphat , 
10 Citrat, HEPES, tris-HCl, MES und weitere Puffer fur die- 

sen Bereich verwendet werden. 

Als Substrat wird vorzugsweise ein Keton oder Aldehyd 
eingesetzt, dafi vorzugsweise liphophil ist. Beispielhaft 
konnen Acetophenon und Der i vat e, Benzophenon, Aceton, Me- 
thylpropylketon, Methylpentylketon und deren Derivate, 
Oxohexanoate, besonders die © - Ha 1 ogen - 5 - oxohexans aur e - 
deri-vate, cyclische Ketone, besonders Cyclohexanon und 
Derivate, aromatische und aromatsubstituierten Ketone, 
Diketone und deren Derivate, wie Hexadione und 3,5- 
Dioxohexansaure und deren Derivate sowie co-Halogendioxo- 
hexansaure und deren Derivate, besonders 6-Chlor-3,5- 
dioxohexansaure und deren Derivate, wie z. B. tert-Butyl- 
6-chloro-3 , 5-dioxohexa-noat , weiterhin die Ester und Phe- 
nylpropandion und Derivate, beziehungsweise die Mono- 
hydroxyderivate davon oder mindestens eine Komponente 
daraus eingesetzt werden. 

Die Konzentration des Substrates in der organischen Phase 
30 richtet sich nach der Loslichkeit der Verbindung in der 

organischen Phase und betragt vorzugsweise 20 mM bis 
1000 mM. Die Loslichkeit des Substrates ist jedoch in der 
wassrigen Phase vorzugsweise kleiner als 100 mmol/1. Be- 
sonders bevorzugt ist eine Aus fiihrungs form bei der das 
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Substrat eine Loslichkeit von weniger als 4 0 mmol/1 in 
der wassrigen Phase hat . 

In einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm befindet 
5 sich zwischen der wassrigen- und der organischen Phase 

eine mikroporose Membran, welche die beiden Phasen 
trennt. Die mikroporose Membran besitzt Poren, die fur 
das Substrat und fur das Reaktionsprodukt durchlassig 
sind und beispielsweise eine Grofie von 3 00 /im haben. 
10 Membranen einer PorengroSe in dieser GroSenordnung von 

100 bis 500 oder 1000 /xm ermoglichen iiberraschenderweise 
eine besonders schnelle und gut verlaufende Reaktion. Es 
konnen jedoch auch andere, sich im Handel befindliche 
Membranen, wie Mikro- , Nano- , oder Ultraf iltrationsmemb- 
15 ranen eingesetzt werden. 

Die wassrige Phase und die organische Phase flieSt vor- 
zugsweise entlang der Membran, wobei die FlieSrichtung 
von organischem Losungsmittel und Wasser vorzugsweise 

20 nach dem Gegenstromprinzip ausgerichtet sind, das heiSt, 

dass die Flie&richtungen im wesentlichen in entgegenge- 
setzter Richtung erfolgen. In einem derartigen System 
konnen die wassrige- und organische Phase in getrennten 
Kreislaufen gefuhrt werden. Das aus dem Kreislauf austre- 

25 tende Wasser, welches den Cofaktor enthalt, kann einer 

Station zugefvihrt werden, in welcher sich ein cofaktorre- 
generierendes Enzym befindet. Dieses Enzym kann mit dem 
Reaktionsenzym, der Oxidoreduktase, der wassrigen Phase 
identisch oder auch verschieden sein. 1st das Regenerie- 

30 rungsenzym vom Reaktionsenzym verschieden, so ist es 

praktikabel den aus dem Reaktionsraum austretenden Was- 
serstrom, welcher das Reaktionsenzym, die Oxidoreduktase, 
enthalt, iiber einen Filter bzw. iiber eine Membran zu lei- 
ten, welche geeignet ist, die Oxidoreduktase zuriickzuhal- 
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ten, so dass nur das Wasser mit dem Coenzym aus dem Reak- 
tionsraum austritt und der Regenerierung zugefuhrt werden 
kann. Nach der Regenerierung kann der regenerierte Cofak- 
tor der Reakt ionslosung in einem Kreislauf wieder zuge- 
fuhrt werden, wobei die Riickhaltung des regenerierenden 
Enzyms moglich ist. 

1st das Regenerierungsenzym von der Oxidoreduktase im Re- 
akt ionsraum verschieden, so konnen als Regenerierungsen- 
zyme beispielsweise Formiatdehydrogemase (FDH) , Hydroge- 
nase, eine andere ADH, z.B. GDH ( Glucerol- Dehydrogenase ) , 
Glc-6-P DH oder Pf erdeleberdehydrogenase eingesetzt wer- 
den. Hierdurch kann auch die Regenierungsgeschwindigkeit 
des Cofaktors von der Leistungsf ahigkeit des Reaktionsen- 
zyms entkoppelt werden. Ist die Regenerierung des Coen- 
zyms in der Reakt ionslosung die langsamste Reaktion, so 
kann durch die Regenerierung mit einem anderen Enzym im 
Regenerierungskreislauf eine Beschleunigung der Reakt ion 
und damit eine Verkurzung der Produkt ionszeit erreicht 
werden . 

Ist das Produkt ionsemzym und das Regenerat ionsenzym iden- 
tisch, so kann der selbe Effekt durch unterschiedliche 
Verweilzeiten bzw. Reaktionszeiten oder unterschiedliche 
Reakt ionsbedingungen fur den Produkt ionsprozess und Rege- 
nerierstrom erreichet werden. Diese unterschiedlichen Re- 
akt ionsbedingungen fur den Produktions- und Regenerie- 
rungsprozess konnen zum Beispiel unterschiedliche pH- 
Werte, verschiedene Enzymkonzentrationen oder eine unter- 
schiedliche Temperatur sowie verschiedene Konzentrationen 
von Co-Substrat und Co -Produkt sein. Durch die auf diese 
Weise erhohte Reaktionsgeschwindigkeit in der Reaktions- 
losung wird eine niedrigere Konzentration an Substrat in 
der wassrigen Losung erreicht, da das Substrat schneller 
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aus dem Gleichgewicht entzogen wird. Eine Folge davon ist 
auch, daS Nebenreaktionen des Substrats beispielsweise in 
der wassrigen Losung unterbunden werden, was eine hohere 
Reinheit des Produkts zur Folge hat. Durch Verringerung 
. 5 der Reaktionsdauer durch die Entkopplung der Regenerie- 

rungsgeschwindigkeit von der Enzymgeschwindigkeit der Re- 
aktionslosung kann wiederum die Kontaktzeit zwischen der 
wassrigen- und organischen Phase vermindert werden. 

Wie die wassrige Phase so kann auch die organische Phase 
mit dem Substrat in einen Kreislauf gefuhrt werden. In 
diesen Kreislauf tritt das organische Losungsmittel , wel- 
ches noch Substrat beinhaltet und das bereits mit Produkt 
angereichert ist, welches aus dem Prozess entfernt werden 
soli aus dem Kontaktbereich aus und wird einer Trennsta- 
tion zugefuhrt, aus der das Produkt selektiv entfernt 
wird. Das Losungsmittel, das bereits vom Produkt entfernt 
ist und das gegebenenf alls noch Substratreste enthalt 
wird in einem Kreislauf wieder in die Reaktionszone zuge- 
fiihrt, wobei zusatzlich Substrat eingespeist werden kann. 
Werden die wassrige- und die organische Phase in einem 
Gegenstromprinzip gefuhrt, so kann sich an der Austritts- 
stelle des organischen Losungsmittel s kein Substrat mehr 
befinden. In diesem Fall wird lediglich das Produkt ent- 
fernt, dem Losungsmittel neues Substrat zugegeben und die 
neue Substratlosung wieder in den Prozess eingespeist. 

Erf indungsgemafi wird ein Zweiphasensystem bereitgestellt , 
mit dem ein Herstellungsverf ahren zur Produkt ion von Al- 
30 koholen betrieben werden kann, welches eine Prozessfuh- 

rung ermoglicht, bei der die Oxidoreduktase uber sehr 
lange Zeitraume nicht in ihrer Aktivitat gemindert wird. 
Das erf indungsgemaSe Zweiphasensystem umfasst eine wass- 
rige Phase in dem die Oxidoreduktase mikrobieller Her- 
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kunft gelost ist sowie eine organische Phase, welche mit 
der wassrigen Phase in Kontakt steht und die eine scharfe 
Phasengrenze zur wassrigen Phase ausbildet. Es kann als 
fertiges Agens fur die Reduktion von Ketonen und Aldehy- 
den eingesetzt werden. Vorzugsweise sollte die organische 
Phase wenig oder gar nicht in der wassrigen Phase loslich 
sein und idealerweise eine Mischungsliicke ausbilden. 

Mit dem erf indungsgemafien Verfahren ist es moglich enan- 
tioselektive Synthesen auf effektive Weise durchzuf iihren . 

Die in Figur 1 dargestellte erf indungsgemaSe Vorrichtung 
umfasst einen Reaktor 1, welcher Membranen 2 besitzt, die 
verschiedene Raume 3a/b trennen. Der Vorrichtung ist ein 
Substratvorratsbehalter 4 zugehorig, von dem eine Leitung 
5 ausgeht, die auf der Seite A in den Reaktor 1 mundet. 
Die Leitung 5 lauf t uber eine Pumpe 6 . An der gegenuber- 
liegenden Seite verlasst eine Leitung 7, den Reaktor 1 
und mundet in den Substratvorratsbehalter 4 . Analog ist 
dem Reaktor 1 ein weiterer Behalter 8 zugeordnet, welcher 
uber eine Leitung 9, die uber eine Pumpe 10 lauft, der 
mit Seite B des Reaktors 1 in Verbindung steht . An der 
Seite B tritt eine Leitung 11 aus dem Reaktor 1 aus, die 
in den Behalter 8 mundet. Die Leitungen 5 und 9 sind so 
angeordnet, dass sie im Reaktor 1 verschiedene, durch die 
Membran 2 getrennte Zonen versorgen. 

Vorzugsweise handelt es sich bei der Membran urn eine Po- 
lypropylenmembran, mit einer PorengroSe von ca. 300^m. 
Die erf indungsgematee Vorrichtung ist dadurch gekennzeich- 
net, dass sie uber den zweiten Behalter 8 verfugt, wel- 
cher eine entkoppelte Regenerierung des Cofaktors ermog- 
licht . 
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Beispiele : 



Beispiel 1 (Fig. 2) 

LBADH-katalysierte enantioselektive Reduktion von Ace- 
tophenon zu (R) - Phenyl ethanol : 

Die LBADH-katalysierte von Acetophenon zu Phenylethanol 
wurde im Zweiphasensystem Wasser/MTBE (1:1 v/v) durchge- 
fuhrt. Die Enantioselektivitat der Reaktion blieb dabei 
wie in einem einphasigen System. 

Figur 2 zeigt den Verlauf der LBADH-katalysierten enanti- 
oselektiven Reduktion von Acetophenon zu (J?) - Phenyletha- 
nol unter den Bedingungen lOmM Acetophenon; 200 mM 2-Pro- 
panol; 0 , 2 mM NADP; 4U/mL Enzym, 5mL Puffer- 150mM Kali- 
umphosphat, pH 7,0; 5 mL MTBE . 

Ordinate y: Restkonzentration bzw. Umsatz auf 1 normiert 
Abszisse x: Zeit (min) 

Beispiel 2 : 

LBADH-katalysierte enantioselektive Reduktion von tert . - 
Butyl-6-chloro-3 , 5-dioxohexanoat zu tert-Butyl (S)-6- 
Chloro-3 , 5-dioxohexanoat : 

5 

Die LBADH-katalysierte Reduktion von tert-Butyl (S)-6- 
Chloro- 3 , 5-dioxohexanoat zu tert-Butyl (5) -6-Chloro-5- 
Hydroxy-3-Oxohexanoat wurde im Zweiphasensystem Was- 
ser/MTBE (1:1 v/v) durchgef uhrt . Dabei wirkt die organi- 
10 sche Phase als Substratreservoir und gleichzeitig als 

Reglung fur die wa&rige Substratkonzentration, die da- 
durch niedrig gehalten wird. Diese Methode wird benutzt, 
urn die spontane Zersetzung des Substrates zu vermeiden. 

15 Figur 3 zeigt den Verlauf der LBADH-katalysierten Reduk- 

tion zu tert-Butyl (S) - 6 - Chi oro- 5 - hydroxy- 3 - oxohexanoa t 
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unter den Bedingungen 20 mM Substrat; 1,5 M 2-Propanol; 
1,0 mM NADP; 30 U/mL Enzym, 15 mL Puffer - 150 mM Kalium- 
phosphat, pH 7,0; 15 mL MTBE . 
Hierin bedeuten 
5 die Abszisse x: Zeit (Stunden) 

Die Ordinate y: Konzentration mM 



Beispiel 3 : 

Repetitiver Batch der LBADH-katalysierten enantioselekti- 
10 ven Reduktion von Acetophenon in einem Zweiphasensystem, 

Die LBADH-katalysierte Reduktion von Acetophenon zu Phe- 
nylethanol wird im Zweiphasensystem Wasser/MTBE (1:1 v/v) 
durchgef iihrt . Durch Erneuerung der organischen Phase (L6- 
15 sungsmittel, Substrat und Produkt gegen Losungsmittel und 

Substrat) nach Erreichen des erwunschten Umsatzes wird 
die Wiederverwendung von Katalysator und Cofaktor er- 
zielt . 

20 Figur 4 zeigt den Verlauf der LBADH-katalysierten enanti- 

oselektiven Reduktion von Acetophenon zu (i?) -Phenyl - 
ethanol im repetitiven Modus unter den Bedingungen 10 mM 
Acetophenon; 1,5 M 2-Propanol; 4,0 mM NADP; 100 U/mL En- 
zym, 2,5 mL Puffer - 15 0 mM Kaliumphosphat , pH 7,0; 

25 2,5 mL MTBE. 

Es zeigt die Ordinate y: Umsatz auf 1 normiert 
Die Abszisse x: Zeit (Stunden) 

Beispiel 4 : 

30 Repetetive Batch der LBADH-katalysierten enantioselekti - 

ven Reduktion von tert-Butyl (S) -6-Chloro-3 , 5- dioxohexa- 
noat . 



vJSOOCID <WO 03072793A2_L> 



WO 03/072793 



15 



PCT/DE03/00518 



Analog Beispiel 3 wird die Ausnutzung des Katalysators 
und Cofaktors durch Erneuerung der organischen Phase (L6- 
sungsmittel, Substrat, Produkt und Nebenprodukt gegen L6- 
sungsmittel und Substrat) nach Erreichen des erwiinschten 
, 5 Umsatzes erhoht . 

Figur 5 zeigt den Verlauf der LBADH-katalysierten enanti- 
oselektiven Reduktion von tert-Butyl (S) -6-Chloro-3 , 5- 
dioxohexanoat im repetitiven Modus unter den Bedingungen 
10 20 mM Substrat; 1,5 M 2-Propanol; 1,0 mM NADP; 30 U/mL 

Enzym, 15 mL Puffer - 150 mM Kaliumphosphat , pH 7,0; 
15 mL MTBE. 

Es zeigt: 

15 Die Ordinate y: Konzentration (mM) 

Die Abszisse x: Zeit (Stunden) 

Beispiel 5: LBADH-katalysierte enantioselekt ive Reduktion 
von Acetophenon im Phasenkontaktor . 

20 

Die LBADH-katalysierte Reduktion von Acetophenon zu Phe- 
nylethanol wird im Zweiphasensystem Wasser/MTBE (1:1 v/v) 
durchgef uhrt . Zur Stabilisierung der Phasengrenzen mit 
definierter Flache wird ein Phasenkontaktor (Minimodul 
25 0,75 X 5 Liqui-Cel G 477 der Firma Celgrad Inc.) verwen- 

det . Der Verteilungskoef f izient wird schnell durch Hin- 
und Ruckdif fusion erreicht . 

Figur 6 zeigt den Verlauf der LBADH-katalysierten enanti- 
30 oselektiven Reduktion von Acetophenon zu (R) - Phenyl - 

ethanol im Phasenkontaktor unter den Bedingungen 10 mM 
Acetophenon; 3 , 0 mM NADP; 30 U/mL Enzym, 50 mL Puffer - 
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150 mM Kaliumphosphat , pH 7,0; 50 mL MTBE . Hierin bedeu- 
ten : 

Die Ordinate y: Umsatz von Substrat auf 1 normiert 
Die Abszisse x: Zeit (min) 

Beispiel 6 : 

LBADH-katalysierte enantioselektive Reduktion von tert- 
Butyl (S) -6-chloro-3 , 5-dioxohexanoat im Phasenkontaktor . 

Die LBADH-katalysierte Reduktion von tert-Butyl (S) -6- 
chloro -3,5- dioxohexanoat zu tert -Butyl (S) -6-Chloro-5- 
hydroxy-3-oxohexanoat wurde in dem in Abb. 1 dargestell- 
ten Reaktor durchgef iihrt . Dabei fungiert die organische 
Phase als Substratreservoir und gleichzeitig als Regelung 
fur die waSrige Substratkonzentration, die dadurch nied- 
rig gehalten wird. Diese Methode wird benutzt um die 
spontane Zersetzung des Substrates zu vermindern. 

Figur 7 zeigt ; Verlauf der LBADH-katalysierte enantiose- 
lektive Reduktion zu tert -Butyl (S) -6-Chloro-5-hydroxy-3 - 
oxohexanoat im Phasenkontaktor unter den Bedingungen 2 0 
mM Slabs t rat; 1,5 M 2-Propanol; 1,0 mM NADP; 30 U/mL En- 
zym, 50 mL Puffer - 150 mM Kaliumphosphat, pH 7,0; 50 mL 
MTBE . 

Es zeigt : 

Die Ordinate y: Konzentration mM 
Die Abszisse x: Zeit (Stunden) 

Cof aktorregenerierung gemaS Fig. 8: 

Die Cof aktorregenerierung wird in der wafirigen Phase 
durchgef iihrt . Damit am Zulauf der organischen Phase im 
Phasenkontaktors eine ausreichende Cof aktorkonzentration 
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vorhanden ist, wird ein Ruhrkessel integriert . Dies er- 
moglicht eine konstante Selektivitat uber den gesamten 
Umsatz . 

5 Figur 8 zeigt die Selektivitat als Funktion des Umsatzes 

bei der LBADH-katalysierten Reduktion zu tert -Butyl (S) - 
6-Chloro-5-hydroxy-3-oxohexanoat im Phasenkontaktor . 
Es bedeuten: 

Ordinate y: Selektivitat der Produktbildung auf 1 nor- 

10 miert 

Abszisse x: Umsatz auf 1 normiert. 

Beispiel 7 : 

Stabilitat der LBADH im MTBE/Wasser Zweiphasensystem: 

15 

Figur 9 zeigt einen Graphen, in dem die Lagerstabilitat 
der LBADH im 1:1 MTBE/Puffer System mit 50mM Kaliumphos- 
phat, pH 7,0 bei 4°C abgebildet ist. 
Es zeigt : 

20 Die Abszisse x: Zeit (Stunden) 

Die Ordinate y: Die Rest akt ivitat auf 1 normiert. 



Beispiel 8: 

Figur 13 zeigt den Verlauf der LBADH-katalysierten Reduk- 
25 t ion zu tert -Butyl (S) -6-Chloro-5-hydroxy-3 -oxohexanoat 

mit enzymgekoppelten Cof aktorregenerierung (20 mM Sub- 
strat; 200 mM Formiat; 1,0 mM NADP; 20 U/mL LBADH, 6,6 
U/mL FDH (fur die Cof aktorregenerierung) , 15 mL Puffer - 
150 mM Kaliumphosphat, pH 5,5; 15 mL MTBE) . In ihr sind: 
30 Die Abszisse x: Zeit (Stunden) 

Die Ordinate y: Konzentration mM 

Die Ordinate y" : Selektivitat der Produktbildung auf 1 
normiert . 
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Patentanspriiche 



1. Verfahren zur Herstellung von Alkoholen aus Substra- 
ten mittels Oxidoreduktasen, 

dadurch gekennzeichnet , 

dass eine Oxidoreduktase mikrobieller Herkunft in 
wassriger Losung und das Substrat in einer organi- 
schen Losung vorgelegt werden und dass die wassrige 
Phase und die organische Phase in einem Zweiphasen- 
system miteinander in Kontakt gebracht werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Oxidoreduktase der Enzymklasse 1 (EC1) , eine 
auf CH-OH-Donorgruppen wirkende Oxidoreduktase (EC 
1.1), mit NAD + Oder NADP + als Akzeptor geeignete Oxi- 
doreduktase (EC 1.1.1), eine ADH EC 1.1.1.1 und EC 
1.1.1.2 oder eine Carbonylreduktase, ist . 

3 . Verfahren nach Anspruch 2 , 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Alkohol dehydrogenase aus Lactobacillus jbre- 
vis, Lactobacillus kefir oder Candida paraspylosis 
abstammt . 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Oxidoreduktase rekombinant aus E.coli expri- 
miert ist. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet , 
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dass das organische Losungsmittel mindestens eine 
Komponente aus der Gruppe von Ethern, offenkettige 
Alkane, cyclische Alkane und aromatische Losungsmit- 
tel ist. 

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet , 

dass das organische Losungsmittel mindestens eine 
Komponente aus der Gruppe von Methyl tert iarbutyl - 
ethan, Cyclohexan, Isohexan, Ether mit Resten R 1 und 
R und Toluol ist . 

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet , 

dass die Konzentration / Aktivitat der Oxidoreduktase 
in der wassrigen Phase mindestens 0,5 U/ml ist. 
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Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Anf angskonzentration des Substrates in der 
mit Wasser nicht mischbaren organischen Phase mindes- 
tens 10 mM ist. 

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass das Substrat ein Keton oder ein Aldehyd ist. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass als Keton mindestens eine Komponente aus der 
Gruppe Acetophenon, Benzophenon, Aceton, a-Halogen- 
hexansaureester, Oxobenzoat , Methylpropylketon, Me- 
thylpentylketon und deren Derivate, Oxohexanoate , 
co-Halogen- 5 -oxohexansaurederivate, cyclische Ketone, 
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Cyclohexanon und Derivate, aromatische und aromat- 
substituierte Ketone, Diketone und deren Derivate, 
wie Hexadione und 3 , 5 -Dioxohexansaure und deren Deri- 
vate, sowie cd - Ha 1 ogendi oxohexansaur e und deren Deri- 
vate, wie 6 -Chlor-3 , 5 -dioxohexansaure und deren Deri- 
vate, wie tert. -Butyl-6-Chloro-3 , 5 -dioxohexanoat , Es- 
ter und Phenylpropandion und deren Derivate, bezie- 
hungsweise deren Monohydroxyderivate eingesetzt wird. 

11. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet , 

dass die wassrige Phase einen pH-Wert in einem Be- 
reich von 4,5 bis 9 hat. 

12. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 11, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass der wassrigen Phase ein Cofaktor zugesetzt wird. 

13. Verfahren nach Anspruch 12, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass als Cofaktor NAD* oder NADP + eingesetzt wird. 

14. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 13, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass ein Substrat eingesetzt wird, dessen Loslichkeit 
in der wassrigen Phase kleiner 100 mmol/1 ist. 

15. Verfahren nach Anspruch 14, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass ein Substrat eingesetzt wird, dessen Loslichkeit 
in der wassrigen Phase kleiner 40 mmol/1 ist. 
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16. Verfahren nach einetn der Anspruche 1 bis 15, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Phasengrenzflache zwischen der wassrigen und 
der organischen Phase durch eine mikroporose Membran 
getrennt ist. 

17. Verfahren nach Anspruch 16, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass eine mikroporose Membran mit Poren einer GroSe 
von 100 nm bis 1000 urn eingesetzt wird. 

18. Verfahren nach Anspruch 16 oder 17, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass das organische Losungsmittel mit dem Substrat in 
einem Kreislauf uber der raikroporosen Membran gefuhrt^ 
wird . 

19. Verfahren nach einem der Anspruche 16 bis 18, 
dadurch gekennzeichnet , 

dass die wassrige Losung mit der Oxidoreduktase in 
einem Kreislauf uber der mikroporosen Membran gefiihrt 
wird. 
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Verfahren nach einem der Anspruche 16 bis 19, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass das organische Losungsmittel mit dem Substrat 
und die wassrige Phase mit der Oxidoreduktase in ge- 
genlaufiger Richtung uber die Membran geleitet wer- 
den. 

21. Verfahren nach einem der Anspruche 16 bis 20, 
dadurch gekennzeichnet , 

dass die wassrige Phase mit dem Cofaktor in einem 
Kreislauf gefuhrt wird, bei dem der Cofaktor haupt- 
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sachlich auSerhalb des Reaktionsraumes regeneriert 
wird . 

Verfahren nach Anspruch 21, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass der Cofaktor mit dem selben Enzym regeneriert 
wird . 

Verfahren nach Anspruch 22 , 
dadurch gekennzeichnet, 

dass bei der Regenerierung mindestens ein experimen- 
teller Parameter gegenuber dem Produkt ionsprozess 
verandert ist. 

Verfahren nach einem der Anspriiche 16 bis 21, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Cof aktorregenerierung mit einem anderen En- 
zym durchgefiihrt wird als die Umsetzung in der wass- 
rigen Phase, die mit der organischen Phase in Kontakt 
steht . 

Verfahren nach einem der Anspriiche 16 bis 21 und 24, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass das Enzym nach Anspruch 21 befahigt ist, den Co- 
faktor effektiver zu regenerieren als die Oxidoreduk- 
tase in der wassrigen Phase, die mit der organischen 
Phase in Kontakt steht . 

Verfahren nach Anspruch 25, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass das Enzym nach Anspruch 21 eine Formiatdehadro- 
gemase (FDH) , eine Hydrogenase, eine andere ADH, GDH 
(Glucerol -Dehydrogenase) , Glc-6-P DH oder 
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Pf erdeleberdehydrogenase ist. 

27. Verfahren nach einem der Anspriiche 16 bis 26, 
dadurch gekennzeichnet, 

5 dass die organische Phase mit dem Substrat in einem 

Kreislauf gefuhrt wird, bei dem Produkt abgetrennt 
und neues Substrat eingespeist wird. 

28. Zweiphasensystem umfassend eine wassrige Phase und 
10 eine organische Phase, 

dadurch gekennzeichnet, 

dass die organische Phase mit der wassrigen Phase 
eine Mischunglucke bildet und daS die wassrige Phase 
eine Oxidoreduktase mikrobieller Herkunft enthalt . 

15 

29. Zweiphasensystem nach Anspruch 28, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Oxidoreduktase eine Alkoholdehydrogenase , 
eine Oxidoreduktase der Enzymklasse 1 (ECU , eine auf 
20 CH-OH-Donorgruppen wirkende Oxidoreduktase EC 1.1, 

mit NAD + oder NADP* als Akzeptor geeignete Oxidoreduk- 
tase EC 1.1-1, eine ADH EC 1.1.1.1 und EC 1.1.1.2 
oder eine Carbonylreduktase , ist. 

25 30. Zweiphasensystem nach Anspruch 29, 

dadurch gekennzeichnet, 

dass die Alkoholdehydrogenase die Alkoholdehydrogena- 
se aus Lactobacillus brevis aus Lactobacillus kefir 
oder Candida parapsylosis ist 
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31. Zweiphasensystem nach einem der Anspriiche 28 bis 30, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass das organische Losungsmittel mindestens eine 
Komponente aus der Gruppe Ethern, offenkettige Alka- 
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ne, cyclische Alkane und aromatische Losungsmittel 
ist . 

32. Zweiphasensystem nach Anspruch 28 bis 31, 
dadurch gekennzeichnet , 

dass das organische Losungsmittel mindestens eine 
Komponente aus der Gruppe von Methyl tert iarbutyl- 
ethan, Cyclohexan, Isohexan und Toluol ist. 

33. Vorrichtung, umfassend einen Reaktor (1), der durch 
eine Membran (2) in mindestens zwei Raume 3a, 3b, auf- 
geteilt ist und bei dem ein Raum (3b) iiber Leitungen 
(5,7) und einer Pumpe (6) mit einem Substratvorrats- 
behalter (4) in Verbindung steht, 

dadurch gekennzeichnet, 

dass der Raum (3a) iiber Leitungen (9,11) iiber eine 
Pumpe (10) mit einem weiteren Behalter (8) in Verbin- 
dung steht . 

34. Vorrichtung nach Anspruch 33, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Membran eine mikroporose Membran ist. 

35. Vorrichtung nach Anspruch 34, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die mikroporose Membran eine Porengrofie von 100 
/zm bis 1000 /zm besitzt. 
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